per 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Qassiflcation intemationale des brevets ^ : 
C12N 7/06 



Al 



(11) Numero de publication intemationale: WO 94/03590 

(43) Date de publication Internationale: 17 fevrier 1994 (17.02.94) 



(21) Numero de la demande intemationale: PCT/FR93/O0795 

(22) Date de depot international : 5 aout 1993 (05.08.93) 



(30) Donnees relatives a la priorite: 

92/09767 6 aout 1992 (06.08.92) 



FR 



(71) Depo$ant (pour tous les Etats designes saufUS): ASSOCIA- 

TION POUR L'ESSOR DE LA TRANSFUSION SAN- 
GUINE DANS LA REGION DU NORD (FR/FRj; 21, 
rue Camille-Guerin, F-59000 Lille (FR). 

(72) Inventeurs;et 

(75) Inventeurs/Deposants (US seulement) : BURNOUF, Thierry 
[FR/FRj; BURNOUF. Miryana [FR/FRj; 5. rue du 
Dr.-Schaffner, F-59136 Wavrin (FR). BOUZIDI. Ahmed 
[FR/FRj; 680, avenue de I'Europe, F-59112 Annoeuiliin 
(FR). PERRUT, Michel [FR/FRj; 33, rue Francis-de- 
Pressense, F-69100 Villeurbanne (FR). 



(74)Mandataires: LEPEUDRY-GAUTHERAT, Therese etc. ; 
Cabinet Lepeudi>. 52, avenue DaumesniL F-75012 Paris 
(FR). 



(81) Etats designes: AU, BB, BG. BR, BY, CA, C2, FI. HU, JP, 
KP, KR. KZ, LK, MG, MN, MW, NO. NZ, PL, RO, 
RU, SD, SK, UA, US, VN. brevet europeen (AT, BE, 
CH. DE. DK, ES, FR, GB. GR, IE, IT, LU, MC, NL. 
FT, SE). brevet OAPI (BF, BJ. CF. CG, CI, CM, GA, 
GN. ML. MR. NE, SN, TD, TG). 



Pabliee 

Avec rapport de recherche intemationale. 

Avant ¥ expiration du delaiprevu pour la modification des 

revendicatiorts, sera republieesi de telles modifications sont 

regues. 



(54) Title: METHOD FOR THE VIRAL INACTIVATION OF PLASMATIC PRODUCTS BY USING SUPERCRITICAL 
OR SUBCRmCAL FLUIDS 

(54)Titre: PROCEDE D' INACTIVATION VIRALE DES PRODUITS PLASMATIQUES PAR DES FLUIDES SUPERCRK 
TIQUES OU SUBCRITIQUES 

(57) Abstract 

The invention relates to a method for the viral inactivation of plasmatic products by contacting them with a fluid com- 
pnsed of a pure body or a mixture of pure bodies in supercritical or subcritical states, selected amongst C2-C8 hydrocarbons, 
preferably C2-C6 hydrocarbons, halogenated hydrocarbons, carbon dioxide, nitrogen protoxide and mixtures thereof. Con- 
veniently, the fluid used has lipophilic characteristics which makes possible simultaneous delipidation. at least partially, of 
the treated plasmatic product. Application to the viral inactivation of plasmatic products, optionally combined with their at 
least partial delipidation. 

(57)Abrege 

La presente invention a pour objet un procede d'inactivation virale des produits plasmatiques par raise en contact avec un 
nuide constitue par un corps pur ou un melange de corps purs en etat supercritique ou subcritique, choisi parmi les hydrocar- 
bures en Cj a Cg. de preference en C2 a Ce, les hydrocarbures halogenes. le dioxyde de carbone. le protoxyde d'azote et leurs 
melanges. Avantageusement, le fluide utilise presente un caractere lipophile permettant une delipidation simultanee au 
moins partielle du produit plasmatique traite. Application a I 'inactivation virale des produits plasmatiques, combinee even- 
tuellement avec leur delipidation au moins partielle. 
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Precede d ' inactivation virale des produits plasmatiques par 
des fluides supercritiques ou subcritiques . 

5 

La presente invention concerne^ de fagon generale, 
1 'application des fluides supercritiques ou subcritiques au 
traitement des "produits plasmatiques" c'est-a-dire du 

10 plasma total, et gen^ralement de tous produits ou substances 
extraits ou d6riv6s du plasma provenant du sang humain ou 
animal, et notamment le surnageant de cryopr6cipit6, les 
fractions plasmatiques, le s6rum. 

Plus precisement, elle a pour objet un nouveau 

15 proc6d6 d* inactivation des agents viraux que ces produits 
plasmatiques contiennent, par mise en contact avec un fluide 
constitu^ par un corps pur ou un melange de corps purs en 
etat supercritique ou subcritique. 

En variante, 1' invent ion a 6galement pour objet un 

20 proofed^ d ' inactivation virale et de delipidation des 
produits plasmatiques, par mise en contact desdits produits 
plasmatiques avec un fluide presentant un caractere 
lipophile et con^titue par un corps pur ou un melange de 
corps purs en etat supercritique ou subcritique. 

25 En particulier, ont et6 6tudi6s le dioxyde de 

carbone (CO2) et le protoxyde d* azote (N2O) ^ I'etat de 
fluides supercritiques ou subcritiques. Ces deux corps 
presentent une absence de toxicity d6ja largement demontree, 
mais surtout paraissent aptes a ne provoquer qu'un minimum 

30 de denaturation des proteines presentes dans les produits 
plasmatiques . 

En effet la Demanderesse a pu constater que, 
malgre des conditions de mise en oeuvre relativement 
severes, lesquelles sont necessaires pour obtenir l*6tat 

35 supercritique ou subcritique des fluides retenus, 1 'ensemble 
des proteines presentes dans le plasma humain, dont la 
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fragility est reconnue, est neanmoins preserve de maniere 
tres satisf aisante puisque plus de 80 % de 1' ensemble de 
I'activite biologique est maintenu, ce fait s'appliquant 
particulierement aux proteines labiles d' extreme importance 
5 therapeutique que sont certains facteurs de coagulation 
sanguine. 

La mise en oeuvre du traitement selon 1' invention 
permet d'inactiver des virus de tous types, c'est-A-dire 
enveloppes ou non, ^ ADN ou a ARN. Des virus marqueurs de 

10 differents types ont fet6 utilises comme modules 
experimentaux pour dfemontrer I'efficacite du traitement 
selon 1' invention et ont et6 d^liber^ment additionnes 
(jusqu'a des titres de 4-7 logio) dans les produits 
plasmatiques afin de mesurer leur taux d' inactivation en fin 

15 de traitement. 

La courbe de vaporisation (changement, d'etat 
liquide-gaz) d'un fluide pur pr^sente un point d'arrgt dit 
"point critique" qui correspond A un couple de pression- 
temperature (Pc# Tc) assez facile ^ attei"ndre pour la 

20 plupart des composes, Au-dela de ce point critique (P>Pc et 
T>Tc)/ un seul etat existe : le fluide est alors dit 
"super critique" . 

L»6tat -super critique est caract6ris6 

- soit par une pression et une temperature superieures a la 
25 pression et A la temperature critique du fluide s'il s'agit 

d'un corps pur, 

- soit, pour un melange de composition fixee de deux ou 
plusieurs constituants miscibles "dans ces conditions, par un 
point representatif (pression, temperature) situe a 

30 I'exterieur de I'enveloppe de la zone diphasique sur un 
diagramme (pression^ temperature) et correspondant a une 
pression et une temperature superieures a la pression et a 
la temperature du point critique du melange, point critique 
defini comme le point de raccordement des courbes de rosee 

35 et de bulle dudit melange, 

L'etat subcritique est caracterise 
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- soit par une pression sup6rieure ^ la pression critique et 
une temperature inferieure a la temperature critique du 
fluide s'il s'agit d'un corps pur, 

- soit, pour un melange de composition fixee de deux ou 
5 plusieurs constituants miscibles dans ces conditions, par un 

point representatif (pression, temperature) situe a 
I'exterieur de I'enveloppe de la zone diphasique sur un 
diagramme (pression, temperature) et correspondant a une 
pression sup^rieure d la pression du point critique du 
10 melange et a une temperature inferieure d la temperature du 
point critique du melange, point critique defini comme le 
point de raccordement des courbes de rosee et de bulle dudit 
melange . 

Les fluides en etat supercritique ou subcritique 

15 ont des proprietes physicochimiques particulieres . 

Considerant un meme corps ou melange, ceux-ci 
presentent une masse specifique equivalente A celle du 
liquide, une viscosite faible se rapprochant de celle du 
gaz, un coefficient de diffusion au moins dix fois plus 

20 eieve que le liquide et, dans les echanges de matiere, un 
coefficient de transfert trfes important. Enfin ils peuvent 
etre aisement separes du milieu ou ils ont ete utilises de 
maniere totale pai detente. 

On a deja propose d'utiliser les fluides en etat 

25 supercritique ou subcritique, notamraent le dioxyde de 
carbone (CO2) , le protoxyde d'azote (N2O) , des hydrocarbures 
"legers" (en C2 a C5), des hydrocarbures halogenes et 
d'autres encore, dans des applications aussi variees que 
1* extraction f luide-solide, par exemple pour decaf einer le 

30 cafe o.u le the, le f ractionnement f luide-liquide , la 
chromatographie preparative, certaines reactions chimiques 
ou biochimiques, 1 'elaboration et le traitement de certains 
materiaux. 

Un expose general de ces applications est fait 
35 dans un article de M. PERRUT, paru dans Informations Chimie 
n"* 321, octobre 1990, pages 166-177 qui cite un grand nombre 
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de references. On peut 6galement citer I'ouvrage 
"Proceedings of the 1st International Symposium on 
Supercritical Fluids, Nice (17-19 octobre 1988), M. PERRUT, 
ed., Librairie Lavoisier, Paris ; 1' article du meme auteur 
5 dans Biofutur, juin 1989, pages 43-47, en ce qui concerne 
l*extraction par les fluides supercritiques et "LE 
TECHNOSCOPE DE BIOFUTUR", n° 25, janvier 1989 r^dige par 
C, BERGER et M. PERRUT, en ce qui concerne la "Purification 
de molecules d'interet biologique par chromatographie 
10 preparative avec 61uant supercritique" . 

Aucun de ces documents ne propose, ni meme ne 
sugg^re, 1 ' application des fluides supercritiques ou 
subcritiques ^ 1 • inact ivat ion virale des produits 
plasmatiques . 

15 De nombreux derives sont purifies ^ partir du 

plasma sanguin humain a des fins therapeutiques • II s'agit 
en particulier des facteurs de la coagulation sanguine 
(Facteur VIII ^ facteur von Willebrand, Facteur IX etc.,.), 
de I'albumine, de 1 ' a^-antitrypsine, des immunoglobu lines, 

20 du fibrinogene etc... Le principal probleme pose par 
1 'utilisation de produits derives du sang humain est le 
risque de contamination par un ou plusieurs virus residuels 
mal inactives. 

Des precedes d * inact ivat ion virale par 

25 pasteurisation sont couramment utilises, toutefois ils 
necessitent souvent la mise au point de formules de 
stabilisants complexes pour preserver I'activite biologique 
de certaines molecules particulierement fragiles. Certains 
virus modeles particulierement rdsistants sont partiellement 

30 inactives par ce traitement. D'autres techniques de 
chauffage (chaleur a sec, par exemple) pr6sentent une 
efficacitd inf^rieure ^ celle de la pasteurisation. 

Un autre traitement dont I'efficacitfe a et6 bien 
demontree pour 1 • inactivat ion virale est le precede 

35 utilisant un traitement au solvant-detergent (brevets US 4 
314 977 et 4 315 919) . Ce traitement permet en general le 
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maintien de l*activite biologique des proteines a purifier 
mais il necessite une parfaite elimination des reactifs 
utilises, ce qui entraine la mise en oeuvre de traitements 
relativement complexes, generalement bases sur des etapes de 
5 chromatographie . II n'est, par ailleurs, efficace que sur 
les virus enveloppes. 

L'invention a pour but de rem6dier aux 
inconvenients des proced^s de decontamination connus des 
produits plasmatiques ou de servir de complement a ces 

10 proc6d6s grace A un traitement permettant une inactivation 
des contaminants viraux, tout en prfeservant 1' activity des 
molecules d'int6ret th§rapeutique et qui, sans n6cessiter 
d» etapes complexes d' Elimination de 1' agent decontaminant, 
en assure 1 'elimination totale. 

^5 Selon l'invention, il a et6 trouvE qu'il 6tait 

possible d'inactiver des virus pathog^nes des produits 
plasmatiques, tout en maintenant intactes de maniere 
surprenante et inattendue, les propri6t§s biologiques des 
molecules d'interet therapeut ique, en particulier les 

20 proteines qui y sont contenues, en soumettant ces produits 
plasmatiques a un traitement par un fluide supercritique ou 
subcritique, de nature compatible avec lesdites molecules et 
dans des conditions de temperature, de pression et de pH 
egalement compatibles avec lesdites molecules. 

25 La presente invention a done essentiellement pour 

objet 1 'application des fluides supercr itiques ou 
subcritiques, tels que definis dans ce qui precede, a 
1' inactivation virale des produits plasmatiques selon la 
definition donnee plus haut. 

30 II va de soi que le corps ou le melange de corps 

utilise sous forme de fluide supercritique ou subcritique 
selon l'invention ne doit pas d^naturer les molecujs. s 
d'interet th^rapeutique contenues dans les produces 
plasmatiques, telles que notamment certaines proteines. De 

35 plus, il doit presenter une pression critique Pc et surtout 
une temperature critique Tc telles que les pressions et 
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temperatures pour lesquelles il se trouve a I'etat 
supercritique ou subcritique soient compatibles avec ces 
molecules • 

De meme, le pH du milieu de traitement doit 
5 pouvoir etre maintenu au voisinage d'une valeur ne portant 
pas atteinte a ces memes molecules d'interet therapeutique . 

Enfin, le contact entre les produits plasmatiques 
et le fluide utilise doit etre suffisamment intime et long 
pour assurer I'efficacite du processus d' inactivation des 
10 virus pathog^nes qui y sent contenus* 

Des corps non d6naturants, au sens de 1* invention, 
qui peuvent §tre utilises sont notamment les hydrocarbures 
lagers en C2 ^ Cg et particuli^rement en C2 ^ Cs, tels 
l'6thane (Tc = 32,3''C, Pc = 4,88 MPa) et l'6thyl^ne (Tq = 
15 9,3*^0, Pc ^ 5,04 MPa), le dioxyde de carbone (Tc = Sl^'C, 
Pc = 7,38 MPa), le protoxyde d'azote {Tc =: 36,5*=*C, Pa = 7,24 
MPa) . 

On peut aussi consid§rer les hydrocarbures 
halogenes, avec toutefois les restrictions dont leur usage 

20 fait I'objet par voie de reglementations specif iques encore 
tres incompletement d^finies au jour de la presente demande 
de brevet. II s'agit par exemple du trif lucrom6thane, CHF3 
(Tc 26,2'*C, Pc = 4^86 MPa), du monof luorom6thane, CH3F 
(Tc = 4,9*=^C, Pc = 5,6 MPa), 

25 Les melanges de corps peuvent egalement etre 

utilises, en toutes proportions. Des proportions ou I'un des 
corps en melange est present a raison d' environ 10 % ou plus 
introduisent une modulation notable des constantes critiques 
du melange dans le sens d'une Evolution vers les valeurs 

30 caract^ristiques de ce corps. Des proportions ou l*un des 
corps en melange est present a raison d* environ 1 % ^ 5 % 
n ' introduisent en general qu'une modulation negligeable a 
tres faible des constantes critiques du melange, Ces 
melanges de corps peuvent etre constitues des corps deja 

35 definis ci-dessus, ou peuvent comporter en proportions 
variables des corps qui, pris individuellement , n'auraient 
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pu faire I'objet d'une mise en oeuvre de 1' invention a cause 
de leurs caracterist iques intrinseques et notamment leurs 
constantes critiques, mais qui, presents dans un melange, 
apportent une propriete particulierement interessante dans 
le cadre de la mise en oeuvre du precede selon 1' invention. 
Dans cette derniere categorie on peut notamment citer 
certains hydrocarbures tels ceux en Cg ou plus, les composes 
organiques oxyg6n6s et plus particulierement les alcools et 
les acides, les composes organiques azotes et plus 
particulierement les amines, les acides et les bases d'une 
mani^re gen^rale. 

Le ou les corps utilises presentent 
avantageusement un caractere lipophile. Dans ce cas, la mise 
en oeuvre du precede selon 1' invention conduit non seulement 
15 a une inactivation virale du produit plasmatique traite, 
mais egalement a sa dfelipidation au moins partielle, ce qui 
contribue notamment a ameliorer sa tolerance lors de son 
utilisation therapeutique . 

Le dioxyde de carbone et le protoxyde d* azote 
20 repondant aux criteres principaux de choix ont ete plus 
specialement etudies parce qu'ils presentent en plus : 

une temperature critique inf6rieure d et voisine de la 
temperature normale du corps humain, 
une pression critique mod^ree, 
25 - un caractere lipophile apte ^ amSliorer la tolerance aux 
produits th§rapeut iques issus du traitement, 
ces qualites laissant esperer un minimum d' alteration des 
molecules des produits plasmatiques, et une amelioration de 
certaines de leurs qualites th^rapeut iques, et 
30 - une absence de toxicity, 

un caractere non inflammable, 
une grande disponibilite, 
precieux atouts pour une production industrielle de produits 
a usa'-'e therapeutique. 
35 II a en effet ete demontre, par la mise en 

application du mode de realisation prefere de la presente 



4 
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invention, que des produits plasmatiques soumis a 1 'action 
du dioxyde de carbone ou du protoxyde d' azote, en 6tat 
supercritique ou subcritique, voyaient l'activit6 biologique 
de leur contenu en proteines destinies a des fins 
5 therapeutiques preservee. La d^naturation de ces molecules 
pouvant resulter de reactions chimiques ou d'effets 
physiques, et notamment calorif iques, consecutifs au 
traitement par ces corps en 6tat supercritique ou 
subcritique est tres limitee . Cette d^naturation tres 

10 limitee mais qui pourrait §tre plus importante a des 
temperatures supferieures a 40®C, peut §tre rfeduite par 
1' addition de stabilisants tels certains sucres, polyols ou 
a c ides amines. 

II a ainsi pu etre demontr6 la conservation de 

15 1' activity biologique de proteines labiles du plasma, tels 
les fragiles facteurs de coagulation sanguine, k plus de 
80 %, apr^s traitement par le dioxyde de carbone ou le 
protoxyde d' azote en §tat supercritique, avec des resultats 
satisfaisants d' inactivation virale et de delipidation du 

20 plasma, 

Selon un mode pr6fer6 de realisation, le proc^de 
de traitement selon 1' invention, dfefini ci^dessus, est mis 
en oeuvre en utilisant le dioxyde de carbone ou le protoxyde 
d' azote en 6tat supercritique ou subcritique, A une 
25 temperature comprise entre 10 et 65°C, de preference entre 
30 et 65°C, et sous une pression comprise entre Pc 10 Pc/ 
et de preference comprise entre Pc et 5 Pc. 

La stabilisation des produits plasmatiques est 
souhaitable, comme decrit dans la presents invention, afin 
30 d'ameiiorer la conservation de l*activite biologique de 
leurs proteines . 

Differents moyens sont possibles pour parvenir a 
cette stabilisation. 

Ainsi il est souhaitable de maintenir le pH au 
35 voisinage de 7,5 par exemple en tamponnant le milieu a 
traiter avec des tampons appropries comme le tris-HCl, un 
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tampon phosphate ou un tampon citrate, ou en utilisant un 
melange binaire de corps en etat supercrit ique ou 
subcritique. Le pH peut encore etre regule et stabilise p^r 
different s gaz comme I'oxygene. Cette maltrise du pH est 
5 particulierement necessaire dans le cas de fluides modifiant 
le pH du milieu a traiter comme c*est le cas du dioxyde de 
carbone et de son action acidifiante. 

II peut en outre §tre avantageux de stabiliser le 
produit plasmatique trait6 par des agents stabilisants tels 

10 que des sucres, des polyols, ou des acides amines, ou encore 
des combinaisons de ces composants. Parmi ces agents, on 
peut citer en particulier le saccharose, le glucose, le 
fructose, le sorbitol, le mannitol, le glycerol, le 
glycocolle, I'arginine, ou encore la lysine. 

15 Dans certains cas, par exemple pour stabiliser 

certaines prot6ines comme les facteurs de coagulation 
sanguine, on peut utiliser aussi le chlorure de calcium, le 
gluconate de calcium et I'heparine. 

Une stabilisation approprifee des protfeines en 

20 question permet de travailler dans une gamme de temperature 
d' environ 5 a 80^C. Quel que soit le fluide utilise, le 
precede selon 1' invention est mis en oeuvre a la temperature 
de traitement et a la pression operatoire choisies dans les 
gammes appropri6es, pendant tout ou partie du traitement, a 

25 condition dans ce dernier cas, notamment de ne pas d^passer 
les temperatures et pressions compatibles avec le produit, 
eventuellement stabilise, soumis au traitement. 

Le contact entre le produit plasmatique d'une 
part, et le fluide supercrit ique ou subcritique ("fluide de 

30 traitement") d'autre part, peut etre realise selon 
differentes techniques, en fonction des object if s vises. La 
duree du contact depend essentiellement des conditions de sa 
mise en oeuvre. Elle varie de 30 minutes a 12 heures . 

Par ailleurs, pour augmenter I'efficacite du 

35 traitement ou pour des raisons de facilite de mise en 
oeuvre, le produit plasmatique peut etre soumis a une etape 
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pr61iminaire de mise en forme telle que, par exemple, une 
lyophilisation ou un cryobroyage . 

Dans tous les cas, le corps, notanunent le dioxyde 
de carbone ou le protoxyde d' azote, ou le melange de corps 
devant etre utilise d I'etat supercritique ou subcritique, 
est mis dans les conditions d' utilisation selon les precedes 
habituellement mis en oeuvre pour ce faire, ^ savoir par 
exemple : 

- soit initialement Iiqu6fi6 dans un reservoir, il 
est pomp6 a la pression requise, de pr6f6rence grace S une 
pompe volum6trique doseuse d membrane, puis port6 dans un 
echangeur d la temperature requise ; 

- soit initialement A l'6tat gazeux, il est 
comprime dans un compresseur, de pr6f6rence dans un 

15 compresseur "sec" i membrane, puis refroidi dans un 
echangeur ^ la temperature requise. 

Lorsqu'il est dans les conditions de temperature 
et de pression requises pour 1 "utilisation, il est introduit 
dans un autoclave (ou tout autre recipient supportant des 
20 pressions elev6es) ou il est mis en contact avec le produit 
plasmatique a traiter. Ce contact peut €tre realise selon 
differents precedes, notamment : 

1* - Par s i mple misp en contarf si-ai-Trpi p hpc, rit.nv 

f luidp.q ■ 

25 Celle-ci est realisee d. la pression et a la 

temperature fixees, pendant un temps suffisamment long pour 
permettre une bonne diffusion du fluide de traitement au 
sein du produit plasmatique oCi il est partiellement dissous, 
notamment dans le cas du dioxyde de carbone ou du protoxyde 

30 d* azote. Cette operation est suivie d'une decompression de 
1' autoclave par lente evacuation du fluide de traitement qui 
peut etre rejete dans 1 'atmosphere, ou mieux encore recycle. 

On dispose utilement un second autoclave en aval 
de 1' autoclave de traitement proprement dit afin de realiser 

35 la captation de la partie du produit plasmatique susceptible 
d'etre mecaniquement entrainee par le fluide de traitement 
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lors de la phase de decompression-vidange . 

Lorsque la pression dans 1' autoclave est a nouveau 
voisine de la pression atmospherigue, on peut alors evacuer 
sans probleme le produit plasmatique ainsi traite et 
5 reintroduire un second lot pour une nouvelle operation. 

Cette technique presente I'avantage de ne pas 
necessiter d ' equipement s de pompage des produits 
plasmatiques a haute pression et permet ainsi de limiter les 
alterations eventuelles de ceux-ci. Toutefois elle est lente 

10 car, d'une part, la surface de contact entre les deux 
fluides est tr^s restreinte, et, d'autre part, la 
decompression jusqu*i la pression atmospherique doit €tre 
conduite tres lentement pour 6viter 1 'entrainement m6canique 
d'une partie du produit plasmatique et le fort 

15 ref roidissement de 1* ensemble sous I'effet de la detente du 
f luide de traitement (effet Joule-Thomson) . 

2"* - Par mifffi ftn — contact dvnamianf^ d^^^ Hphv 
fluides VHT balavaoe continu par 3p fluids ri^ traitPTn^ni- , 

On peut ainsi remedier ^ certains inconvenients 

20 signal6s ci-dessus. Le produit plasmatique est introduit, 
comme pr6cedemment , dans 1' autoclave, a la pression 
atmospherique; le fluide de traitement, pr^alablement port6 
a la pression et ^ la temperature souhait6es, comme indique 
pr6cedemment , est alors introduit en continu dans 

25 1 'autoclave et en est extrait au m§me debit, de preference a 
travers un second autoclave. Celui-ci permet de recueillir, 
par decantation, la partie de produit plasmatique qui 
pourrait etre mfecaniquement entraln§e. Le fluide de 
traitement peut alors §tre soit rejete dans 1 'atmosphere, 

30 soit, de preference, recycle apres avoir ete debarrasse des 
composes extrait s dans 1' autoclave de traitement, selon les 
techniques et avec les appareillages classiquement utilises 
en extraction supercritique, c'est-A-dire decomprime en 
plusieurs etapes assurant la separation du fluide de 

35 traitement et des extraits, puis reconditionne selon I'une 
des procedures deer it es ci-dessus (liquef action-pompage- 
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r^chauffage ou compression-ref roidissement) . 

En fin d' operation, on arrete 1 • introduction du 
fluide de traitement et on decomprime lentement 1' ensemble 
ainsi.qu'il a et§ decrit dans la mise en oeuvre du contact 
5 statique. 

Pour mettre en oeuvre cette operation, on utilise 
un autoclave qui se presente de preference sous forme d'une 
colonne cylindrique verticale dont le rapport 
hauteur/diametre est avantageusement superieur a 10, de 

10 preference de 20 d 50. 

Le contact entre les deux fluides est favorise par 
1' introduction du fluide de traitement en pied de colonne, ^ 
travers un distributeur constitu6 de preference de materiau 
fritte et par 1 ' installation d'un garnissage de corps creux 

15 (anneaux, par exemple) ou de plateaux perfores dans la 
colonne. Afin de limiter 1 'entrainement d'une partie du 
produit plasmatique par le fluide de traitement sortant de 
1 'autoclave, on peut avantageusement utiliser des 
dispositifs classiques de devesiculation comme des chicanes, 

20 des plaques perforees, un garnissage ou un matelas de 
fibres • 

Une variante interessante du mode de mise en 
contact consiste a utiliser le mecanisme classiquement connu 
et utilise sous le nom de "gas-lift" pour mettre en 

25 mouvement le liquide d traiter et I'agiter fortemeht en 
assurant un contact intime avec le fluide de traitement, 
sans recourir a 1 'utilisation d'un agitateur mecanique ou a 
une pompe de circulation exterieure dont les mises en 
oeuvres sont tres compliquees dans le cas d'une mise en 

30 contact avec un fluide sub- ou supercritique • On peut ainsi 
disposer dans un autoclave en forme de cylindre vertical, un 
autre cylindre coaxial d'un diametre infer ieur et alimenter 
le fluide de traitement soit uniquement dans la couronne 
exterieure comprise entre la paroi de 1' autoclave et ledit 

35 cylindre interieur, soit uniquement a I'interieur dudit 
cylindre interieur, ce qui va provoquer le mecanisme de 
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"gas-lift" et 1' agitation du liquide en contact intime avec 

le fluide de traitement. ; 

Si elle presents I'avantage de ne pas necessiter 
le pompage a haute pression du produit plasmatique, cette 
5 methode de mise en contact dynamique est lente k mettre en 
oeuvre, compte tenu du temps n^cessaire pour la 
decompression a la fin de la mise en contact de chaque 
echantillon. f 

3** - Par mise en contact cnntinn ripnv -FliH rtf>^ 

10 circulant, t cont.re-courant. > 

On peut ainsi rem6dier 4 certains inconv6nients 
mentionnes ci-dessus. 

Pour cela, on utilise une technique et un 
equipement analogues a ceux utilises classiquement lors ' 
15 d' operations d ' extract ion/fractionnement par un fluide a 
I'etat supercritique sur des charges liquides, ainsi qu*il a 
ete plusieurs fois decrit dans I'art ant6rieur. 

Le contacteur est constitu6 d'une colonne 
cylindrique verticale au sein de laquelle les deux fluides 
20 circulent A contre-courant : ! 

- le produit plasmatique pomp4 a la pression de 
travail, de preference grace k une pompe volum6trique 
doseuse a membrane, est introduit au sommet de la colonne ; 

- le fluide de traitement k l'6tat supercritique 
25 ou subcritique, conditionn6 comme d6crit precedemment , est 

introduit en pied de colonne, de preference grfice a un 
distributeur constitue de materiau f ritt6 . 

Le contact entre les deux phases est favorise de 
fagon connue par 1 ' installation de plateaux performs ou de 

30 corps de garnissage au sein de la colonne. On peut soit 
realiser ce contact en 6tat dit "noy§" si on maintient le 
niveau du produit plasmatique jusqu'au sommet de la colonne, 
le fluide de traitement etant alors la phase dispersee, ou 
en etat dit "arros^" si on maintient le niveau du produit 

35 plasmatique en pied de colonne, le fluide de traitement 
etant alors la phase continue. 
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La regulation de ce niveau au sommet ou en bas de 
la colonne, selon le choix de I'operateur, permet 
1' evacuation continue ou sequentielle du produit plasmatique 
traite, par le pied de la colonne, vers plusieurs autoclaves 
5 disposes en serie ou sera realisee la decompression du 
liquide recueilli jusqu'^ la pression atmospherique, avec 
evacuation progressive a l'6tat gazeux du fluide de 
traitement qui s'y etait dissous k haute pression, lors du 
contact dans la colonne. 

10 Par ailleurs, le fluide de traitement est 6vacue 

en t§te de colonne, apr^s percolation 6ventuelle A travers 
un dispositif classique de d^vesiculation, par une vanne 
pilotee par la regulation de la pression dans la colonne, 
vers un ensemble de decompression au sein duquel la pression 

15 est graduellement diminuee et les composes extraits sont 
s^pares, avant evacuation dans 1 'atmosphere ou de preference 
recyclage de ce fluide de traitement dStendu, comme decrit 
ci-dessus (2^), dans les conditions decrites dans I'art 
anterieur. ^ 

20 Cette mise en oeuvre permet le traitement de 

grands volumes de produits plasmatiques . 

4** - Par mise en contact d'unf? mati^rp fini-iH^ axr^r 
le fluide de trait'ement. 

On peut ainsi traiter des produits plasmatiques se 
25 presentant sous forme solide, et en particulier ceux obtenus 
apres un processus de lyophilisation • 

Pour cela on utilise une technique et un 
appareillage decrits dans I'art anterieur afin de realiser 
des operations d'extraction par un fluide a I'etat 
30 supercritique sur des charges solides. 

II va de soi que compte tenu de la nature meme des 
matieres traitees et de leur destination (usage 
therapeutique) , les equipements et le fluide supercritique 
ou subcritique utilises, ainsi que les conditions de 
35 traitement adoptees, doivent preserver I'activite biologique 
des molecules d'interet therapeutique presentes, notamment 



wo 94/03590 



PCr/FR93/00795 



des prot6ines. De plus, la sterilisation et 1 ' aseptisation 
de 1 ' appareillage et des produits utilises doivent etre 
parfaitement assurees avant la mise en oeuvre du procede. 

De meme, la thermostatat ion de tous les 
5 6quipements doit etre precise, afin que leur temperature ne 
depasse pas les temperatures prfealablement fixees. 

Pour cette raison, il est preferable d'utiliser 
le proc6de dit "basse temperature" (condensation/ 
pompage/rechauf fage) , pour conditionner et/ou recycler le 

10 fluide de traitement. 

Pour la mise en oeuvre du proc§d6 selon 
1' invention et afin notamment de preserver 1 'activity 
biologique des molecules d'intferet thferapeutique presentes 
dans les fractions trait6es, on utilise avantageusement des 

15 equipements en titane, ou des fequipements en acier 
presentant une composition et des caracteristiques 
m^caniques et physicochimiques compatibles avec le 
traitement envisage, tels que notamment certains acier s dits 
inoxydables, lesdits fequipements fetant chemises avec des 

20 materiaux metalliques compatibles avec les molecules 
biologiques tels que le titane par exemple, ou avec des 
materiaux polym^riques tels que le polytetraf luoroethylene 
(PTFE) . 

Comme il a ete indique plus haut, le procede selon 
25 1" invention, en particulier lorsque le fluide supercritique 
ou subcritique utilise est constitue de dioxyde de carbone 
ou de protoxyde d' azote, permet de fagon surprenante et 
inattendue de decontaminer, par inactivation des virus 
pathogenes qu'ils contiennent, les produits plasmatiques et 
30 en particulier, les fractions plasmatiques obtenues par 
ailleurs par les methodes classiquement utilisees dans les 
installations de f ractionnement du sang. 

En complement de ce r6sultat fondamental du 
procede selon 1' invention, certains fluides supercritiques 
35 ou subcritiques utilises, notamment le dioxyde de carbone et 
le protoxyde d 'azote, permettent, en raison de leur 
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caractere lipophile, de delipider les produits plasmatiques 
et notamment le plasma total, ce qui contribue a ameliorer 
la tolerance lors de leur utilisation therapeutique . 

Enfin, il est rappele un avantage essentiel du 
5 procede selon 1' invention, a savoir 1 'Elimination totale et 
facile du fluide de traitement ayant r6alis6 1 * inactivation 
des virus pathogenes, 6tape obligatoire de toute preparation 
de produits plasmatiques dont 1' usage est th§rapeutique, 

Les exemples suivants illustrent la pr^sente 
10 invention sans toutefois en limiter la port6e. 

Exemple 1 - Mise en oeuvre du proc6de 

Preparation des fichantillons : 

1- Les diff6rentes manipulations sont effectuees 
15 sur un melange ou pool de plasmas d'au moins 6 donneurs 

differents, collect^s par plasmaph^rese sur machine de type 
Haemonetics . 

2- Le pool de plasma est separe en trois lots 
distincts : 

20 - Le premier lot sert de plasma de r6f6rence et ne 

contient aucun stabilisant. 

- Le deuxidme lot est stabilise par 1 'utilisation 
d*une premiere formule de stabilisants denommfee FSl, 
comprenant, par rapport au volxime de plasma de depart : 

25 - heparine : 0,7 U/ml; 

- citrate tri-sodique : 1, 47 mg/ml (citrate de 
Na 5mM) ; 

- gluconate de calcium : 2,69 mg/ml (gluconate de 
Ca 6mM) 

30 - lysine : 5 mg/ml; 

- arginine : 5 mg/ml; 

- pH « 7,5. 

- Le troisieme lot est stabilise par 1 'utilisation 
d'une seconde formule de stabilisants denomme FS2, 

35 comprenant, par rapport au volume de plasma de depart : 
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- acide citrique : 1,95 mg/ml ^ 

ycitrate lOmM) ; 

- citrate tri-sodique : 0,21 mg/mlj 

- gluconate de calcium : 1,7 9 mg/ml (gluconate de 
5 Ca 4mM) ; 

- arginine : 5 mg/ml ; 

- lysine : 5 mg/mln ; 

- sorbitol : 1,38 g/ml ; 

- saccharose : 0,55 g/ml ; 
10 - pH = 7,5. 

Ces stabilisants sont ajout§s sous forme de poudre 
ou sous forme liquide concentree (solution-mdre) et sont 
ensuite dilu^s dans le plasma afin d'obtenir la 
concentration souhaitee. 
15 3- Chaque lot est ensuite divis§ en deux sous-lots 

qui sont traites ind^pendamment par le protoxyde d' azote et 
le dioxyde de carbone, respectivement . 



La codification de ces 6 sous-lots est presentee 



de 


la 


mani^re 


suivante : 




911 


MO 


330 


Plasma 


non stabilise traite en N2O 




911 


MO 


331 


Plasma 


stabilise avec FSl traite par 


N2O 


911 


MO 


332 


Plasma 


stabilise avec FS2 trait6 par N2O 


911 


MO 


340 


Plasma 


non stabilise traite par CO2 




911 


MO 


341 


Plasma 


stabilise avec FSl trait6 par 


CO2 


911 


MO 


342 


Plasma 


stabilise avec FS2 trait6 par 


CO2 



Le traitement des diff^rents sous-lots de plasma 
par le protoxyde d' azote (N2O) ou par le dioxyde de carbone 
(C02> en phase supercritique est effectue ^ temperature 
25 constante, fixee k 37®C. Le volume trait6 par 6chantillon 
est de 15 ml. 

Chaque tube est traite individuellement de la 
maniere suivante : 

- decongelation : 5 minutes a 37®C; 
30 - introduction de 1 'echantillon dans un extracteur 

(autoclave) de 200 ml thermostate a 37**C; 
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- mont^e en pression du N2O ou du CO2 sur une 
duree de 15 minutes jusqu'a obtention de la pression de 
traitement ; 

- ouverture de la sortie en aval de I'extracteur 
5 et introduction du N2O ou du CO2 pendant la duree du 

traitement a raison de 3 ml/min selon la methode de contact 
dynamique sans contre-courant ; 

- a la fin du temps d* extraction par N2O ou CO2 
supercritique, arret de la pompe et diminution progressive 

10 de la pression jusqu'A environ 1 MPa en 30 minutes; 

- soutirage du plasma total en bas de I'extracteur 
et recuperation du liquide entrain^ lors de 1' extraction 
dans un pot de retention rempli de billes de verre, dispose 
en aval de 1 'extracteur; 

15 - congelation immediate des le soutirage. 

Les parametres qui varient sont le temps de 
contact du fluide supercritique sur les plasmas (0,5 1 h, 
1,5 h) ainsi que la pression appliquee (150 bars, 200 bars, 
250 bars) . — 

20 

Tableau:; r^capitulatif s codification — — diff^rentes 

manipulations : 

Numerotation des ^chantillons : 

- 1.1 = preievement dans 1 'autoclave; 

25 - 1.2 = preievement dans le pot de retention; 

- l.T = temoin maintenu a 37**C durant le temps de 

inanipulat ion • 



lil 
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1. Plasmas traites au protoxyde d'azote (N2O) : 





Lots de plasma 


N20 

(bars) 


911 MO jjO 


y i ± Mu 0 0 X 


^ X X Ci\J 00 ^ 


0,5 h 1 h 1,5 h 


0,5 h 1 h 1,5 h 


0,5 h 1 h 1,5 h 


150 


11 01 01 

1.1 2.1 J • 1 

1.2 2,2 3-2 
l.T 2.T 3.T 


lU • X XI • X l£> . X 

10.2 11.2 12.2 
10. T 11. T 12. T 


X!7.X ^U.X zx.x 

19.2 20.2 21.2 
19. T 20. T 21. T 


200 


*i.X 0*X u*X 

4.2 5.2 6.2 
4.T 5.T 6.T 


1*^1 141 151 

• X Xt • X X^ • X • 

13.2 14.2 15.2 
13. T 14. T 15. T 


22 1 23 1 24 1 
22.2 23.2 24.2 
22. T 23. T 24. T 


250 


7.1 8.1 9.1 

7.2 8.2 9.2 
7.T 8.T 9.T 


16.1 17.1 18.1 

16.2 17.2 18.2 
16. T. 17. T 18. T 


25.1 26.1 27.1 

25.2 26.2 27.2 
25. T 26. T 27. T 



2. Plasmas trait6s au dioxyde de carbone (CO2) : 



C02 

Pression 
(bars) 


Lots de plasma 


911 MO 340 
0,5 h 1 h 1,5 h 


911 MO 341 
0,5 h 1 h 1,5 h 


911 MO 342 

0,5 h 1 h 1,5 h 


150 


1.1 2.1 3.1 

1.2 2.2 3.2 
l.T 2.T 3.T 


10.1 11.1 12.1 

10.2 11.2 12.2 
10. T 11. T 12. T 


19.1 20.1 21.1 

19.2 20.2 21.2 
19. T 20. T 21. T 


200 


4.1 5.1 6.1 

4.2 5.2 6.2 
4.T 5.T 6.T 


13.1 14.1 15.1 

13.2 14.2 15.2 
13. T 14. T 15. T 


22.1 23.1 24.1 

22.2 23.2 24.2 
22. T 23. t 24. T 


250 


7.1 8.1 9.1 

7.2 8.2 9.2 
7.T 8.T 9.T 


16.1 17.1 18.1 

16.2 17.2 18.2 
16. T 17. T 18. T 


25.1 28.1 27.1 
25.1 26.2 27.2 
25. T 26. T 27. T 
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Example 2 - Mise en evidence de I'efficacite de traitement. 

- Determination du rendement proteique total et de 
5 I'activite biologique de facteurs de coagulation, choisis 

pour leur fragilite [le facteur V (F V) ; le facteur VII 
(F VII) ; le facteur VIII (F VIII) ; le facteur IX (F IX) ; 
le facteur von Willebrand (vWF) (activity cofacteur de la 
ristocetine) ; le fibrinog^ne (coagulabilite) ] . 
10 - Electrophoreses sur membrane d' acetate de 

cellulose, effectu6e afin de visualiser la distribution des 
prot§ines du plasma (albumine ; globulines alpha 1, alpha 2, 

betar gamma) . 

- Pouvoir virucide du traitement lvalue sur 
15 diff^rents virus marqueurs repr6sentat if s [virus de 

I'immunodeficience humaine de type 1 (VIH-1) ; Sindbis ; 
Parainfluenza type 3 ; Herpes d'Aujeszki ; virus de la 
vaccine] . 

Activite delipidante et denaturante du 
20 traitement 6tudi6e sur deux categories de lipides du plasma, 
le cholesterol et les triglycerides. 

- Lipoprotfeinogramme permettant aussi d'fevaluer 
la distribution electrophorfetique des lipides 
plasmatiques : VLDL (pre-p-lipoprot6ines ) ; LDL (p- 

25 lipoproteines) ; HDL (a-lipoproteines) . 

I F.fudg> de l^agj^ivite bioloQioue des prot6ines 
^prpc; traitemf^m- riu flinde supercti t ioue 

Les tableaux suivants montrent que la perte 
30 d* activite biologique des prot6ines plasmatiques induite par 
le traitement au protoxyde d* azote ou au dioxyde de carbone 
en phase supercritique est tr6s limit6e, principalement en 
presence des stabilisants contenus dans les plasmas 
911 MO 331, 911 MO 332, 911 MO 341 et 911 MO 342 • 

35 
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(1) Traitement avec le protoxyde d' azote : 
Les rendements sont etablis par rapport i un 
temoin sp6cifique a chaque condition de traitement (voir ci- 
dessus les tableaux r^capitulatif s et les codifications des 
differentes manipulations) . 

Ce t^rooin est maintenu durant le temps de 
manipulation a 37°C sans qu'il ne soit soumis a la pression 
de traitement par le protoxyde d' azote ou le dioxyde de 
carbone . 



10 



Num6 rotation 



Activity r6siduelle des diff6rents facteurs de 
coagulation (%) aprfes traitement au N2O super- 
criticrue en absence de stabilisant 



fibri- 



911 


MO 330 






F V 


F VII 


F VIII 


F IX 


vWF 


nocrene 


150 


bars 0,5 


h 


1.1 


75 


67 


66 


73 


72 


66 


150 


bars 1 h 




2.1 


75 


60 


63 


75 


69 


66 


150 


bars 1,5 


h 


3.1 


67 


62 


61 


68 


68 


61 


200 


bars Or 5 


h 


4.1 


73 


66 


69 


72 


70 


65 


200 


bars 1 h 




5.1 


69 


66 


61 


67 


70 


61 


200 


bars lr5 


h 


6.1 


66 


61 


58 


63 


64 


57 


250 


bars 0,5 


h 


7.1 


58 


64 


60 


69 


67 


64 


250 


bars 1 h 




8.1 


64 


65 


58 


60 


68 


54 


250 


bars 1/5 


h 


9.1 


62 


57 


51 


62 


63 


53 



15 



Les diffferentes experimentations effectu6es sur le 
plasma non stabilise en presence de protoxyde d'azote, 
suivant les param^tres rappel6s ci-dessus^ montrent une 
perte d'activite allant de 25 (0,5 h, 150 bars) ^ 50 % 
(1,5 h, 250 bars) pour les facteurs de coagulation sanguine. 
Ce phenomene est du principalement d la technique de contact 
par bullage sous pression ainsi qu*^ la temperature 
appliquees sur les proteines labiles plasmatiqaes . 



20 
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5 









Activity 


residue lie des 


diff^rents facteurs de 


Numerotation 




coagulation (%) 


aprds traitement 


au N2O 


super- 








criticrue en presence de FSl 






911 MO 331 


F V 


F VII 


F VIII 


F IX 


vWF 


f ibri- 
noQ^ne 


150 bars 0,5 


h 


10.1 


88 


90 


85 


90 


91 ■ 


86 


150 bars 1 h 




11.1 


83 


88 


82 


88 


93 


85 


150 bars 1,5 


h 


12.1 


84 


82 


85 


70 


88 


90 


200 bars 0,5 


h 


13.1 


87 


89 


84 


89 


89 


86 


200 bars 1 h 




14.1 


90 


92 


81 


88 


87 


84 


200 bars 1,5 


h 


15.1 


83 


86 


79 


89 


86 


75 


250 bars 0,5 


h 


16.1 


86 


87 


82 


89 


87" 


85 


250 bars 1 h 




17.1 


80 


63 


81 


89 


87 


82 


250 bars 1,5 


h 


18.1 


83 


84 


78 


82 _ 


80 


80 



Les rendements observes sur les preparations 
plasmatiques stabilisees avec la premiere formula de 
stabilisant montrent une amelioration tres nette par rapport 
10 aux preparations plasmatiques non stabilisees. 

L'apport des constituants composant cette solution 
stabilisante 6vite les effets calorifiques induits par le 
traitement au protoxyde d'azote sur les facteurs de 
coagulation qui y sont tr6s sensibles, pr6servant ainsi 
15 approximativement 80 % de leur activity biologique dans les 
conditions les plus drastiques (1,5 h; 250 bars) . 

Ces rfesultats d^montrent que ce traitement par le 
N2O n'induit pas d'effet denaturant significatif sur les 
preparations plasmatiques stabilisees. 



20 
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Activity r6siduell-e des diff^rents . 


facteurs de 


Numerotation 






coagulation 


(%) aprds 


traitement 


au 


N2O super- 












criticrue en 


presence de FS2 






911 MO 


332 








F V 


F VII VIII 


F IX 


vWF 


noaene 


150 bars 


0,5 


h 


19. 


1 


100 


92 


89 


92 


100 


89 


150 bars 


1 h 




20. 


1 


89 


95 


87 


94 


88 


87 


150 bars 


IfS 


h 


21. 


1 


86 


88 


93 


87 


100 


98 


200 bars 


0,5 


h 


22. 


1 


90 


91 


100 


95 


90 


87 


200 bars 


0 h 




23. 


1 


87 


93 


86 


88 


90 


84 


200 bars 


1,5 


h 


24. 


1 


84 


85 


85 


86 


92 


82 


250 bars 


0,5 


h 


25. 


1 


88 


92 


87 


90 


95 


87 


250 bars 


1 h 




26. 


1 


86 


87 


84 


88 


100 


88 


250 bars 




h 


27. 


1 


84 


70 


83 


86 


90 


87 



5 

La perte minime d'activite biologique de proteines 



fragiles (moins de 20 % en moyenne pour !• ensemble des 
facteurs de coagulation dans les conditions les plus 
d§f avorables) dans les plasmas stabilises avec la seconde 
10 formule demontre que le traitement au protoxyde d' azote 
supercritique n'induit qu'une alteration physicochimique 
tres limitee des proteines plasmatiques et ce ind^pendamment 
des pressions et des temps de contact appliques lors de 
differentes experimentations, _ 
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5 (2) Traitement avec le dioxyde de carbone : 







Activity 


r6siduelle des 


differents facteurs de 


Numerotation 




coagulation 


(%) , aprds traitement 


au C02 






s upe r cr i t icrue 


en absence 


de stabllisant 




911 MO 340 


F V F 


VII 


F VIII 


F IX 


vWF 


fibri- 

nocrene 


150 bars 0,5 h 


1.1 


62 


61 


59 


67 


66 


60 


150 bars 1 h 


2.1 


64 


57 


56 


65 


63 


57 


150 bars 1,5 h 


3.1 


45 


56 


53 


61 


60 


53 


200 bars 0,5 h 


4.1 


65 


58 


57 


65 


65 


58 


200 bars 1 h 


5.1 


61 


53 


48 


61 


65 


54 


200 bars 1,5 h 


6.1 


57 


51 


50 


58 


57 


51 


250 bars 0,5 h 


7.1 


62 


56 


51 


63 


62 


56 


250 bars 1 h 


8.1 


60 


52 


47 


60 


58 


53 


250 bars 1,5 h 


9.1 


51 


53 


45 


57 


54 


46 



Le traitement au CO2 en phase supercritique sur 
des plasmas non ^ stabilises montre une perte d*activit6 
10 biologique moyenne comprise entre 41 (0,5 h; 150 bars) et 
55 % (1,5 h; 250 bars) des facteurs de coagulation sanguine. 

Les rendements sont sensiblement inferieurs k ceux 
obtenus avec le protoxyde d'azote dans les memes conditions. 

Ce phenomene est dQ, en plus des causes fevoquees 
15 pour le traitement au N2O supercritique, A la baisse du pH 
provoquee par 1 ' application sous pression du CO2 en 
condition supercritique. 
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Activite 


residuelle des diff^rents facteurs de 


Numirotation 




coagulation 


(%) apres 


traitement au CO2 


super- 








criticrue 


en presence de FSl 






911 MO 341 


F V 


F VII F VIII 


F IX 


vWF 


f ibri- 


150 bars 0,5 


h 


10.1 


87 


65 


87 


80 


95 


85 


150 bars 1 h 




11.1 


86 


85 


87 


88 


85 


70 


150 bars 1,5 


h 


12.1 


83 


85 


82 


86 


90 


81 


200 bars 0,5 


h 


13.1 


86 


84 


85 


90 


86 


83 


200 bars 1 h 




14.1 


82 


50 


70 


80 


95 


84 


200 bars 1,5 


h 


15.1 


80 


79 


79 


85 


80 


79 


250 bars 0,5 


h 


16.1 


83 


75 


81 


88 


84 


82 


250 bars 1 h 




17.1 


80 


80 


81 


84 


82 


78 


250 bars 1,5 


h 


18.1 


77 


77 


78 


81 


84 


85 


5 




Les 


rendements 


observes 


sur les 


preparations 


plasmatiques 


stabilis^es 


avec la 


premiere 


formule de 



stabilisant montrent une amelioration tr^s nette par rapport 
aux preparations glasmatiques non stabilis6es. 

10 La preservation de I'ordre de plus de 75 % de 

1' activity biologique des diff^rents facteurs de coagulation 
pour des pressions de 250 bars avec des temps de contact de 
1,5 heure demontre I'avantage de stabiliser le plasma ou ses 
derives par des agents stabilisants tels que les acides 

15 amines . 

Ces acides .aminfes, de par leurs proprietes 
stabilisanteSf permettent de r^duire de maniere 
significative les problemes mecanique et calorifique induits 
par le traitement. 

20 
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Activite 


residuelle des 


dif ferents 


facteurs de 


Numerotation 






coagulation 


(%) apres traitement au CO2 


super- 








critioue 


en 


presence de 


FS2 






911 MO 342 


r V r 


VII F VIII 


F TX 


vWF 


fibri" 
noQene 


150 bars 0,5 h 


19 


.1 


88 


87 


87 




J.UU 


87 


150 bars 1 h 


20 


.1 


86 


85 


84 


87 


86 




150 bars 1,5 h 


21 


.1 


90 


84 


79 


85 


84 


0"7 

C5 / 


200 bars 0,5 h 


22 


.1 


87 


86 


85 


89 


87 


86 


200 bars 1 h 


23 


.1 


85 


75 


88 


80 


83 


84 


200 bars 1,5 h 


24 


.1 


80 


83 


81 


84 


84 


90 


250 bars 0,5 h 


25 


1 


86 


85 


84 


89 


84 


85 


250 bars 1 h 


26 


.1 


85 


83 


79 


89 


80 


80 


250 bars 1,5 h 


27 


,1 


72 


83 


80 


80 


78 


80 



La seconde formule de stabilisant permet encore 
d'ameliorer 1 'activity biologique des differentes proteines 
5 des plasmas traitfes au dioxyde de carbo^e en phase 
supercritique . 

Les probl^mes physicochimique et calorifique 
causes par le traitement sent fortement diminues par les 
solutions stabili^antes, et principalement par la seconde. 

10 

II Etud^ d' integrity des proteines plasmatiques 

apres traitement au fluide sur>ercrit icme . 

L'eventuelle d^naturation des proteines du plasma 
est controlee par 61ectrophorese sur acetate de cellulose. 

15 On n' observe aucune difference significative entre 

le plasma temoin non traite (911 MO 330 9.T) et les plasmas 
traites au N2O supercritique (911 MO 330 9.1) et au CO2 
supercritique (911 MO 340 9.1); le profil electrophor^tique 
ne revele aucune degradation prot6ique ni aucun phenomere 

20 d ' agr6gation . 

Le tableau suivant indique les resultats observes 
sur les profils electrophoretiques : 
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III Mise en evidence de 1 ' inact ivation vi?:a3.e Par 
le t:raitement: an fluide supercr it iaue — - Premiere — Ser i e 

Dans ces essais, 1 ^ inactivation virale n'a ete 
5 etudiee que sur les plasmas stabilises avec la seconde 
formule de stabilisant {911 MO 332 et 911 MO 342), ces 
conditions 6tant les plus favorables pour la preservation de 
I'activite biologique des molecules 6tudi6es (voir § I). 

Les plasmas sont contamin6s volontairement avec 
10 diff^rents virus infectieux, titrant au depart de 5 a 7 
loglO . L' inact ivation est mesurfee aux temps t = 0,5 h, 1 h, 
1,5 h pour le VIH-1 et au temps t « 1,5 h pour les autres 
virus . 

15 A. Tnactivation virale par traitement au protoxvde 

d' azote super cr it icrue a 37^C . 



Inactivation virale par traitement au N2O supercritique 


conditions de traitement : 250 bars durant 1 


, 5 heure 


Virus 


Tit re de 


Titre 




1 ' inoculum 


residuel 




(lOQ 10) 




Sindbis 


5,8 


KD 


Parainfluenza type 3 


6,5 


ND 


Herpes d'Aujesky 


6,2 


ND 


Virus de la vaccine 


4,5 


ND 



ND = non detectable 
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Inactivation virale du VIH-1 par traitement au N2O 
supercritiaue ^ 250 bars 



duree (en heures) 



Titre de 
1 ' inoculum 
(log 10) 



Titre 
residuel 



0,5 
1 

1,5 



5,9 
5,9 
5,9 



ND 
ND 
ND 



B. Tnactivat.ion virale oar traitrempnl- an (iin->rye^^ 
de carbone superrrit 1 que ^ ^^V.. 



Inactivation virale par traitement au CO2 supercritique 



conditions de traitement ; 250 bars durant 1,5 heure 



Virus 



Titre de 
1 ' inoculum 
(log 10) 



Titre 
residuel 



Sindbis 

Parainfluenza type 3 
Herpes d'Aujesky 
Virus de la vaccine 



6,1 
5,5 
6,2 
5,0 



ND 
ND 
ND 
ND 



ND = non detectable 



Inactivation virale du VIH-1 par traitement au CO2 
supercritique 



Dur6e (en heures) 



Titre de 
1 ' inoculum 
(log 10) 



Titre 
residuel 



0,5 

1 

1j± 



5,5 
5,5 
5,5 



ND 
ND 
ND 



10 
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Ces resultats indiquent que les : traitement s au 
protoxyde d' azote et au dioxyde de carbone en phase 
supercritique permettent d'inactiver rapidement des doses 
elevees de virus dans les conditions definies plus haut, 
5 tout en permettant de preserver 1* activity biologique des 
protfeines plasmatiques . 

IV M i se en Evidence de 1 ' inactivation virai^ p^r 
traitement au fluide supercritique ■ D euxifiTnf^ ct^T-^i=> 
10 d'essais 

Chaque mode de traitement par le N2O supercritique 
est experiments s^parement et dans deux experiences 
independantes avec des preparations pr6sentant des titres 

15 eleves en virus des especes suivantes, polio Sabin 1 (virus 
a ARN non enveloppS) , Reovirus de type 3 (virus a ARN non 
.envelopp^), virus Sindbis (virus A ARN enveloppe) et virus 
de la pseudorage (virus i ADN enveloppS) . Un 6chantillon est 
preleve pour determiner la dose virale initialeT 

20 Dans une premiere etape, un fechantillon de plasma 

humain contamine est traits A 50**C sous 250 bars de pression 
durant 2 heures en presence de 1300 g de sorbitol, 514 g de 
saccharose, 4mM de gluconate de calcium, ISmM de citrate 
trisodique, 5 g de lysine et 5 g d'arginine par litre de 

25 plasma initial. Dans une deuxi^me serie d' experiences le 
plasma est traite a 37^C sous 250 bars de pression durant 2 
heures en presence de 4mM de gluconate de calcium, 15mM de 
citrate trisodique, 5 g de lysine et 5g d'arginine par litre 
de plasma initial. Pendant la mise en oeuvre de 

30 1' inactivation par les fluides supercritiques , des 
echantillons sont prelev6s A des moments predetermines 
(0,5 h, Ih, l,5h et 2 h) et test6s pour determiner 
I'infectiosite virale residuelle. Les valeurs trouvees sont 
utilisees pour determiner la cinStique d' inactivation 

35 virale. 

Les f acteurs de reduction sont calcules pour 
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chaque etape en comparant le titre de virus restant apres le 
traitement, par rapport a la dose virale initiale. 

Les virus choisis representent une selection de 
virus modeles presentant des resistances variables aux 
5 traitements thermiques. En particulier, le virus Sindbis est 
utilise conune modele pour le virus de 1 'hepatite C en raison 
de 1' inaptitude a propager et tester ce virus. Le virus de 
la pseudorage pr^sente une resistance proche de celle du 
virus de 1 'hepatite B. 

10 Le virus polio Sabin 1 est un virus d ARN simple 

brin, non envelopp6, qui est consid6r6 comme un module pour 
le virus de 1' hepatite A, II est en g6n6ral sensible aux 
solvants organiques, stable aux pH acides et est facilement 
inactive par la chaleur. Ce virus a 6te obtenu aupres du 

15 Laboratoire V6t6rinaire Central (Central Veterinary 
Laboratory) , Surrey, (Royaume-Uni) . 

Le Reovirus de type 3 egt un virus a ARN double 
brin, non enveloppe. II est resistant aux solvants 
organiques/ stable aux pH acides et sensible aux pH 

20 alcalins. Ce virus a 6te obtenu de 1 'American Type Culture 
Collection (ATCC) , Maryland, EUA. 

Le virus Sindbis est un virus a ARN simple brin, 
enveloppfe et est'-accepte par les instances r6glementaires 
comme modele pour le virus de 1' hepatite C, II est sensible 

25 aux solvants des lipides et relativement thermostable. Ce 
virus a ete obtenu auprfes du Laboratoire Veterinaire Central 
cite plus haut. 

Le virus de la pseudorage est un virus a ADN 
double brin, enveloppe. II est relativement thermostable, 

30 sensible aux solvants des lipides et aux valeurs extremes de 
pH. Ce virus a 6t6 obtenu aupres de I'ATCC cit6e plus haut. 

Des lots suppl6mentaires sont prepares comme 
temoins et titres en meme temps que les echantillons traites 
(les echantillons temoins sont traites de la m§me maniere 

35 que les echantillons soumis a 1 ' inactivation virale ; par 
exemple, des etapes d'ultracentrifugation, de filtration 
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st6rilisante et de congelat ion-decongelat ion sont indues, 
si necessaire) . 

Preparation dfts stocks de virus 
5 1 . Virus pnlin Sabin 1 : 

Des monocouches de cellules MRC-5 sont preparees, 
infectees par le virus, puis incub^es jusqu'a observation 
d'un effet cytopathologique avance . Les monocouches 
infectees sont rompues de fagon aseptique par cong^lation- 
10 d6cong61ation et centrifug6es puis le surnageant est 
recolt^* La lign^e cellulaire MRC-5 a 6t6 obtenue aupres de 
I'European Cell Culture Collection, Wiltshire (Royaume-Uni) . 

7 . Reovirus de type 3 : 

15 Des monocouches de cellules LLC-MK2 (rein de 

singe) sont pr6parees et infectees par le virus jusqu^a 
observation d'un effet cytopathologique avance, Les 
monocouches infectees sont rompues de fa<?on aseptique par 
cong61ation-d6cong61ation et centrifug^es puis le surnageant 

20 est recolt6. La lign6e cellulaire LLC-MK2 a 6te obtenue 

aupres des Laboratoires Flow (Flow Laboratories), Ayrshire, 
(Royaume-Uni) . 

3. Virus Sindbis : 

25 Des monocouches de cellules Vero sont prepar6es et 

infectees par le virus jusqu'a observation d'un effet 
cytopathologique avance. Les monocouches infectees sont 
rompues de fagon aseptique par congelation-dfecongelation et 
centrif ugee's puis le surnageant est recolte. La lignee 

30 cellulaire Vero a §t6 obtenue aupres de 1' European Cell 
Culture Collection citee plus haut. 
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4 . Virus de la pseudoraog^ 

Des monocouches de cellules Vero sont prepar§es et 
infect^es par le virus jusqu'a observation d'un effet 
cytopathologique avance. Les monocouches infect6es sont 
5 rompues de fa^on aseptique par congelation-decongelation et 
centrifugees puis le surnageant est r§colt6. La lignee 
cellulaire V6ro a et6 obtenue aupr^s de 1 'European Cell 
Culture Collection citee plus haut. 

10 Titrage des virus : 

Les titres du virus polio Sabin 1, du Reovirus de 
type 3 et du virus de la pseudorage sont d6termin6s par 
mesure de la TCID50. Le titre du virus Sindbis est determine 
par dosage par plages, 

15 

Mesure de la TCID^ 

Des plaques pour culture de cellules steriles sont 
ensemencees pour donner des monocouches confluentes de 
cellules. Les 6chantillons d'essai sont dilufes en s§rie au 

20 1/10©/ si cela est approprie, dans du milieu de maintenance 
pour cellules. 

Des temoins positifs d'6chantillons des stocks de 
virus utilises pour 1' experience sont inclus dans les etapes 
de cong61ation-d6cong61ation et les Stapes d'ultra- 

25 centrifugation, quand cela est necessaire, pour controler 
toute diminution possible de I'infectiosite virale. 

Le milieu est 61imin6 des plaques et 0,5 ml de 
1 '6chantillon d'essai ou de la -dilution de virus temoin 
approprie est ajout6 ^ chacun des 8 puits de la plaque 

30 utilisee. Des series de puits de tfemoins n6gatifs sont 
indues en utilisant du milieu de maintenance pour cellules 
comme inoculum. Les plaques sont ensuite incubfees a 37^C 
pendant 90 minutes dans une atmosphere humide contenant 5% 
de dioxyde de carbone, apres quoi les inoculums sont 

35 eiimines. Les couches de cellules inoculfees avec les 
dilutions inferieures d'^chantillon sont lav6es avec une 
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solution saline tamponn6e au phosphate puis du milieu de 
maintenance pour cellules est ajoute a chaque puits. Les 
plaques sont ensuite incubees a 37^C en faisant des 
observations regulieres de I'effet cytopathologique du virus 
5 pendant une duree allant jusqu'a 14 jours, 

Dosage par places : 

Des dilutions au l/io^ fechantillons d'essai et 

de t^moins positifs sont r6alis§es, lorsque cela est 
10 approprie. Chaque dilution de virus est inocul^e sur 4 puits 
paralleles contenant des monocouches confluentes de cellules 
d§tectrices . 



Apr^s Elimination du milieu de croissance des 
15 monocouches de cellules, on ajoute 0,5 ml de chaque dilution 
de virus, on I'adsorbe pendant 90 min A 31^C puis on 
I'felimine* Les monocouches de cellules sont alors lavEes une 
fois avec une solution saline tamponnee au phosphate avant 
d'etre recouvertes avec du milieu contenant 2%~'de s§rum de 
20 veau foetal et 1,5% de carboxym^thylcellulose . 

Les plaques sont incubees, sans les deranger, 
pendant une duree de 3 jours puis sont fix6es et colorees, 
et on effectue le^comptage des plages. 

25 Essais d^inactivation virale : 

On utilise une installation pilote de traitement 
par les fluides supercritiques dans les conditions indiquees 
plus haut { 50*^0 ; 250 bars ; ou 37**C ; 250 bars) • 

Des fractions de 75 ml de plasma humain sont 
30 contamin^es artif iciellement , en double, avec 1,0 ml de 
solutions de virus titrant environ 10*^ unites TCID50, du 

virus polio Sabin 1, du Reovirus de type 3 ou du virus de la 
pseudorage, et environ 10 ufp du virus Sindbis. Apres 
melange, on pr^leve des aliquotes de 1,0 ml pour determiner 
35 le tit re viral initial. 
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Un facteur de reduction pour chaque virus A chaque 
temperature est calcule, qui represente la moyenne des 2 
valeurs. Le facteur de reduction est determine comme etant 
5 la reduction du titre du virus obtenue a la suite du 
traitement, par comparaison avec le titre viral initial. 

Les resultats obtenus sont rassembl^s dans les 
tableaux qui suivent . 



Inactivation virale par traitement au N2O supercritique 



Conditions de traitement ; 250 bars durant 2 heures a 50^c 



10 



Virus 


Titre de 
1 ' inoculum 
(logio) 


Facteur de 
reduction 
(logio) 


Virus polio Sabin 1 


6,4 


> 5,4 


Reovirus de tvpe 3 


5,5 


>4,8 


Virus de la pseudoraqe 


6,2 


>4, 9 


Virus Sindbis 


6,5 


>5,5 




Inactivation virale par traitement au N2O supercritique 


Conditions de traitement : 250 bars durant 2 heures i 37">c 


Virus 


Titre de 
1 • inoculum 
(logio) 


Facteur de 
re duct ion 
(logio) 


Virus Dolio Sabin 1 


6,4 


>5,4 


Reovirus de type 3 


5,5 


>4.5 


Virus de la pseudoracre 


6,2 


>4, 9 


Virus Sindbis 


6,5 


>5,5 
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V Misg en evidence d'une delipi^dation du plasma 
par le traitement au fluide supercritioue 

Le traitement par les fluides supercritiques 
5 permet 1 * elimination de plus de 70 % de lipides comma les 
triglycerides et le cholesterol contenus dans les plasmas 
humains et animaux. Les lipides extraits sont recuperes dans 
les s^parateurs. 

Les r^sultats de delipidation ne sont donnes que 
10 pour les plasmas 911 MO 332 et 911 MO 342, c'est-a-dire pour 
les plasmas stabilises avec la seconde formule de 
stabilisants . Les rfesultats de d61ipidation sont identiques 
pour les sous-lots 911 MO 330, 911 MO 331, 911 MO 340 et 
911 MO 341. 

15 Les rendements sont etablis par rapport a un 

temoin non traite, durant le temps de manipulation a 37*^C. 



Pourcentage de delipidation du plasma 


avec le protoxyde 


d' azote supercriticrue 






911 MO 332 


triglycerides (%) 


cholesterol (%) 


19.1 (150 bars; 0,5 h) 


43 


47 


20.1 (150 bars; 1 h) 


51 


50 


21.1 (150 bars; 1,3" h) 


54 


59 


22.1 (200 bars; 0,5 h) 


50 


53 


23.1 (200 bars; 1 h) 


55 


58 


24.1 (200 bars; 1,5 h) 


62 


62 


25.1 (250 bars; 0,5 h) 


48 


55 


26.1 (250 bars; 1 h) 


61 


63 


27.1 (250 bars; 1,5 h) 


63 


71 



20 
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Pourcentage de delipidation du plasma 


avec le protoxyde 


\^ en ^ \J C t-^ \^ ^ JL> ^ U. >-4 U w 






Q1 1 MA "5 4 9 




cholesterol (%) 


ly.l (150 oars; u^d n) 




46 


20.1 (150 bars; 1 h) 


56 


53 


21.1 (150 bars; 1,5 h) 


60 


63 


22.1 (200 bars; 0,5 h) 


50 


51 


23.1 (200 bars; 1 h) 


53 


59 


24.1 (200 bars; 1,5 h) 


66 


68 


25.1 (250 bars; 0,5 h) 


46 


59 


26.1 (250 bars; 1 h) 


63 


66 


27.1 (250 bars; 1,5 h) 


72 


76 



De plus, I'analyse d'un lipoprot6inogramme [kit 
5 Lipofilm (Sebia) , 25 volts, 45 minutes] des fractions de 
plasma trait6es au protoxyde d' azote et au dioxyde de 
carbone, a 250 bars et ST'^C pendant 1 h 30 (911 MO 332 27.1 
et 911 MO 342 27.1) et d'un t6moin maintenu t 37**C pendant' 
1 h 30 montre clairement la disparition de la bande 

10 correspondant aux HDL et la diminution des bandes 
correspondant aulc LDL et aux VLDL, et 1 ' augmentation 
importante de la bande situee au d6p6t, ce qui r6sulte de la 
denaturation des lipides au cours du traitement. 
(L' experience ayant 6te r6alisee en conditions de mise en 

15 contact statique comme d^finie ci-dessus, les molecules 
denaturees restent pr6sentes sur le lipidogramme) . 
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REVENDICATIONS 

1,- Procede d' inactivation virale des produits 
plasmatiques; caracterise en ce qu'il comporte une mise en 
5 contact desdits produits avec un fluide constitu6 par un 
corps pur ou un melange de corps purs en etat supercritique 
ou subcritique, choisi parmi les hydrocarbures en C2 a Cg, 
de pr^f^rence en C2 ^ C6/ les hydrocarbures halog§n6s, le 
dioxyde de carbone, le protoxyde d'azote et leurs melanges. 

10 2.- Procede d* inactivation virale des produits 

plasmatiques selon la revendication 1, caracterise en ce 
qu'il est mis en oeuvre en utilisant, comme fluide de 
traitement, le dioxyde de carbone ou le protoxyde d'azote en 
§tat supercritique ou subcritique, a une temperature 

15 comprise entre 10 et eS'^C et sous une pression comprise 
entre Pc et 10 Pc, Pc etant la pression critique du fluide 
utilise, pendant tout ou partie du traitement. 

3. - Procede d' inactivation virale des produits 
plasmatiques selon la revendication 2, caract6ris§ en ce que 

20 la temperature de traitement est comprise entre 30 et eS^'C, 
pendant tout ou partie du traitement. 

4. - Procede d ' inactivation virale des produits 
plasmatiques selon la revendication 2 ou 3^ caracterise en 
ce que la pression operatoire est comprise entre Pc et 5 Pc, 

25 pendant tout ou partie du traitement. 

5. - Procede d ' inactivation virale des produits 
plasmatiques selon I'une quelconque des revendications 1 a 

4, caracterise en ce que le fluide est choisi parmi les 
corps ou melanges de corps ne modifiant pas le pH desdits 

30 produits pendant leur traitement. 

6. - Procede d' inactivation virale des produits 
plasmatiques selon I'une quelconque des revendications 1 a 

5, caracterise en ce que les produits plasmatiques sont 
additionnes de stabilisants des proteines qu'ils 

35 contiennent, notamment lorsque les temperatures de 
traitement sont superieures a 40°C. 
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7.- Procede d ' inact ivation virale des produits 
plasmatiques selon la revendicat ion 6, caracterise en ce que . 
lesdits stabilisants sont des sucres, des polyols ou des 
acides amines, seuls ou en combinaison. 
5 8.- Proc6de d ' inactivation virale des produits 

plasmatiques selon la revendicat ion 7, caracterise en ce que 
lesdits stabilisants sont choisis dans le groupe constitue 
par le saccharose, le glucose, le fructose, le sorbitol, le 
mannitol, le glycerol, le glycocolle, I'arginine et la 
10 lysine. 

9. - Proc6d6 d ' inactivation virale des produits 
plasmatiques selon la revendication 7 ou 8, caracterisfe en 
ce que les produits plasmatiques sont en outre additionnes 
d'au moins un autre stabilisant choisi parmi le chlorure de 

15 calcium, le gluconate de calcium et l'h6parine. 

10, - Proc6d6 d' inactivation virale des produits 
plasmatiques selon I'une quelconque des revendications 1 a 
9, caracterise en ce que le fluide est additionn^ d'un ou 
plusieurs corps choisis parmi les hydrocarbures en Cg ou 

20 plus, les composes organiques oxygfenes et les composes 

organiques azotes, 

11 - Precede d ' inactivation virale des produits 

plasmatiques selon I'une quelconque des revendications 1 a 

10 et de d§lipidation de ces produits, caracterise en ce que 
25 le fluide en etat supercritique ou subcritique presente un 

caractere lipophile. 
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